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サルES細胞樹立と再生医療研究への活用
鳥 居 隆 三
滋賀医科大学 動物生命科学研究センター
滋賀医科大学では1976年(昭和51年)12月に医
学研究用動物の飼育管理を開始して以来､｢医学部
附属動物実験施設｣の名称のもと学内研究支援施
設である医学部附属教育実習施設として､マウス､
ラット､ウサギ､イヌ等の飼育管理をはじめとす
る各種動物実験に関する支援業務を行ってきたが､
2002年(平成 14年)4月､改組 ･改称し､学内共
同教育研究施設の ｢動物生命科学研究センター｣
を発足させた0本研究センター-の改組に当たっ
て､2004年(平成 16年)4月の国立大学の独立行
政法人化を念頭に､本学を他の大学と比較して特
長ある施設とするため､従来から行ってきたサル
類の医学研究への活用とそのための自家供給体制
を整備し､サルに特化した研究を強力に推進する
ことを前面に押し出した｡この過程においてサル
の室内計画的繁殖体制作りに､体外受精法､顕微
授精法等の手法を開発し､さらに体外培養法､肺
移植法の方法を開発し肱盤胞期腔を作製すること
が出来た｡さらにこれらの技術を活用して､カニ
クイザルとニホンザルの腫性幹細胞(Embryonic
stemCel:ES細胞)株を樹立したが､これはヒトの
再生医療研究を推進するためになくてはならない
手法と材料となったo
ここでは､このES細胞の樹立の意義､さらに
現在行っている発生工学的手法とサル ES細胞の
活用等について紹介する｡なお､ここでいうサル
ES細胞とはカニクイザル､ニホンザルのES細胞
を指す｡
1.サルES細胞の樹立の必要性
1998年ThomsonらによるヒトES細胞の樹立
(図･1､2)の成功は､それまでに行われてきた心臓
死からの骨､心臓弁､大血管､勝島などの利用､
体内埋没型の人工膜臓や体外潅流型の人工肝臓､
さらには外科的､内科的手法による自己組織の体
内での再生を促すなどの医療から､｢生休に備わっ
た再生 ･治癒能力を最大限に引き出し､積極的に
利用し､自分自身の組織 .器官の再生修復をほか
り､疾患によって失われた生態的 ･機能的損傷を
代償する｣医療として､今日の再生医療研究のき
っかけとなった｡
とくに､ES細胞から分化 ･誘導して作り出され
る各種機能細胞を生体に移植 し､修復しようとす
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lqJl2 肝盤胞期腔に由来する細胞の発生に伴 う分化
る再生医療は､ヒトにおけるパーキンソン病､ア
ルツハイマー病､糖尿病等の難治性疾患の治療法
として､また心臓､肝臓等の臓器移植に替わるも
のとして大きな期待がもたれきている(図･3)a
しかし実際にヒトに臨床応用するまでには､ES
細胞から機能細胞-の効率よい分化 ･誘導および
選別法の開発､さらに m vjTIOでの生者と機能や
安全性の確認など､基礎的､ならびに前臨床的な
実験研究を十分に行う必要がある｡その為には.覗
在用いられているマウスES細胞が果たして 卜分
な成績を提示することが出来るか否かは検証せね
図･3 ヒトES細胞の医療-の応用
ばならない｡事実､マウスES細胞はヒトES細
胞と比べて形態､培養方法､特性などが大きく異
なっており､それに対してサルES細胞はヒトES
細胞との間にほとんど差異はないことを確認 した
(図-4､5)｡
マウスES細胞 カニクイザルES細胞
図-4 マウスとサルのES細胞(コ｡ニ )ーの比較
これは生殖生理学的な面からマウス､サル､ヒト
で比較した場合､サルとヒトで多 くの類似点を持
つがマウスとはほとんど異なることからも当然の
ことかも知れない(図･6)0
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ES細胞の培兼 細胞の増殖 ○ 単一細胞では不可 メ 単一細胞で可
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図-5 マウス､ヒト､サルのES細胞の比較(ヒトとの類似性)
腔の発生様相 ヒトに酷似 ○ - × ヒトとは全く異なる
歴性遺伝子発現 4細胞期肝 ○ 4-8細胞期姪 × 2細胞期肱
腔の子宮-の暮床 内部細胞塊側 く⊃ 内部細胞塊側 × 栄養外旺菓側
着床後の腔の形態 早斗 ○ 扇平 ヾ 円筒状
着床初期旺の旺体および腫休外租ik ヒトに酷似 ○ - 〉く ヒトとは全く異なる
子宮の形態 単子宮 0 革子富 × 王様子宮
妊娠期のホルモン分泌動態 ヒトに酷似 0 - 〉く ヒトとは全く異なる
妊娠胎仔(児)敷 単胎 Cl 単胎 × 多胎
着床時期 9､-11日 ○ 8､-13日 × 4日
月経の有無 有 ○ 育 × 無
抹卵周期 平均28日 ○ 平均28日 × 4､-5日
図一6 マ ウス､ ヒ ト､ サ ル の 勺･.殖 生矧こ関する比較(ヒトとの類似性)
2.実族用サル類の新たな有用性に向けた晶
質の向上
現在医学実験用に用いられているサル類は､
野生由来のニホンザルや､外国からの輸入に依
存しているカニクイザル､アカゲザル等である
が､それらはいずれも遺伝学的な統御や微生物
学的統御は全く成されていない｡例えば､Bウ
イルス抗体陰性として東南アジアから輸入した
カニクイザルにおいても､高率に陽性個体が見
られることや細菌性赤痢も多く見られるとの報
告､さらに同じ産地においても顔立ちや毛色も
明らかに異なるなどの事実はこれを裏付けてい
る｡ニホンザルにおいても､Bウイルス抗体の
陽性率も高いことが知られている(図･7)0
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･血皇執筆幽鬼迦 :とくにBウイルス.細菌性赤痢､寄生虫などが
依然として問題
-地 :繁殖施設での飼育環境､飼料など大きく異なる
｣i
実族の精度､再現性が乏しい 申 統御が必要
図･7 実 験 の 場 に お け る ､ 長 験 動 物 と して の
サ ル の 問 題 点
このような遺伝学的な統御や微生物学的統御
がなされていない個体を用いて行 う各種実験か
ら得られる成績の精度や再現性は極めて低く､
かつ 人獣共通感染症の危険性も高いことは明rJ
かであるD体外受精法､顕微授精法､体外培養法､
腫移植法等の発生工学的手法は､これら遺伝学
的､微生物学的統御された個体の作出を可能と
し､さらにこれらの方法を用いて､室内での人
工繁殖による計画的な生産を行 うことにより､
医学研究用実験動物としてのSPFサルを提供
できる｡これにより動物実験のなかで 3Rの中
も重要な数の削減を可能 とすることが出来る
(図-8､9)C
図-8 医 学研 究 用 サ ル の 問 題 点 と解 決 法
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:_LlI鴻 :練蚊蘇 .::;･圭 蘇喜二.:.:.鰍 .木轟き;:.≡I:l'.::享奉寮 阜 ･I.二:二.本妻工 :黒 帯帝草 I:.,丁.:,I.t-P軒-I:●.:,■.:L-
室内ケージ交配(1二1同居) (高)-中★ 乏しい 不要 不要 不十分 一般的
人工授精 中★ 乏しい 比較的容易 不要 可(spF個体) 故カ所で可
体外受精 中★ 育(可★) 難 必須 可 ･;tt㌍医大､
-旺移植 (spF個体) ･筑波王長頬セノタ一考
顕微授精 低★ 育(可★) 極難 必須 可 当センター のみ
-旺移植 (spF個体) (国外 1カ所)
*.レシーピェン トの排卵周期のFpJ期化により､効率の向上と
計画的実施が出来る
図-9 サルの室内での人工繁殖方法
これらの個体は､次に述べるように再生医学研
究を行うに当たってはなくてはならないものでも
ある｡
3.発生工学的手法の新たな活用とサルの有用
性
発生工学的手法とサル ES細胞は､ヒトの再生
医学研究を具体的に進展させることが出来る技術
であり材料である｡すなわち､前者は体細胞クロ
ーン腔の作製によってテーラーメー ドのES細胞
の作製を行うための必須の技術であり､また後者
はヒトES細胞の機能細胞への分化 ･誘導と選別
方法の開発になくてはならない材料である｡さら
に､作製された各種機能細胞の安全性や機能の確
認には､実際にサル個体へ細胞移植()nvLvo実験)
を行う必要があるが､これら実験に供するサルH:
上記各種統御が成されたSPF個体を用いること
によって安全でかつ精度の高い実験成績をもたら
すことが出来る｡また､ES細胞に遺伝子改変を
加えて作製する遺伝子改変ザルは難治性疾患の機
序の解明や治療法の開発に結びつくものであり､
ここでも統御されたサルが必要になる(図･10,ll)0
4. 再生医療への期待と活用
1)遺伝子改変個体作製に向けて
ヒト難治性疾患であるアルツ-イマ-病等の遺
伝子改変モデル個体を作製するため､その基本と
なるサル ES細胞-の遺伝子導入法を検討してい
るが､すでにエレクトロポレーション法によって
マーカーとなるGFP遺伝子の導入に成功した｡
図110 サルの発生T.学的手法の所用と有用性
図-11 発生工学的手法の応用による
計画的室Flt)人⊥繁殖法の確立
この GFP･ES細胞は各種の機能細胞-の分化
誘導過程において蛍光により目視で捕らえられる
有用性があり､これは lDVl'Iの実験においても極
めて有用な材料となる｡現在､各種疾患遺伝子a)
サルES細胞-の導入を試みているo
2) テーラーメー ドES細胞樹立の向けて
再生医療における大きな障壁は､機能細胞移植
時の免疫拒絶である｡これを解決する手段として､
体細胞の核移植によるクローン腔作製とES細胞
樹立､すなわちテーラーメー ドES細胞の樹立が
必須になる(図-12)0
図-12 再生医療の完成図 (体細胞クロー ン旺作製による拒絶反応の克服)
すでにサル羊膜細胞を核移植 し､電気融合と活
性化処理によりサルでは世界で最初の体細胞クロ
ーン胚の作製に成功した｡この他､サルの胎子線
維芽細胞､卵丘細胞､皮膚細胞､ES細胞等の核移
植法に電気融合法､細胞室内注入法を用いて行い､
体外培養によって腫盤胞期腔を作製 し､そこから
のES細胞樹立を試みている｡現時点においては､
羊膜細胞と胎子線維芽細胞において肱盤胞期腔の
作成には成功してはいるが､そこからのES細胞
樹立には至っていない｡
3) 移植機能細胞の生体内動態の追跡
機能細胞を生体内に移植し.た後の生体内での増殖､
移動等の確認であるoすなわち移植細胞の生着や
移動の確認と共に､癌化等の安全性を確認す るこ
とは極めて重要な点である｡上記GFP･ES細胞を
用いる場合は､移植 した動物個体に外科的手術あ
るいは体外に取り出して目視による生着､増殖な
どを確認 しなければならない｡これに対して ES
細胞内にMRIで確認できる常磁性体､例えば鉄
粒子を特殊な方法により導入することによV)､ 1n
vl'voでの非侵襲的な追跡が可能となる｡すでに鉄
粒子を導入した ES細胞内をマウス脳内-移植 し
た結果､ES細胞の存在 と移動を確認することが
できた｡さらに本学に一昨年設置された7テスラ
の動物用(サルまで可能)MRI装置を用いること
によって､十数個の細胞を正確に捉えることが出
来ることから､これにより極めて精度の高い再生
医療研究に向けた応用研究の実施が期待される
(図-13)0
図･13 カニクイザル頭部のMRI画像
4) MHC遺伝子の解析とホモ個体0)作製
テーラーメー ドES細胞の作製と分化 ･誘導し
た機能細胞移植は再生医療研究の実現になくては
ならないものであることは先に述べたとおりであ
る｡一方､サルを用いる実験段階における各種機
能細胞移植後の拒絶反応を克服する方法として､
MHC(majorhistocompatibilitycomplex:主要組
織適合抗原複合体)ホモ個体の活用がある｡現在
MHC遺伝子の解析と共に､ホモ個体作製方法と
して発生工学的手法(体外受精､顕微授精一肝移植
法)を活用して短期間にホモ個体を作製する試み
を行っている.これによって､再生医療研究を進
めるための移植課程において､ES細胞と共に骨
髄細胞を用いる研究も同時に進展させ ,こ'.ことが出
来る｡また､MHCホモ個体は､移植再生医療研
究に止まらず､腫癌.免疫､感染研究など幅広く
活用できる0
5) マウスとサルにおける発生工学的手法の比較
マウスにおける発生工学的手法の技術の進歩は
著しく､その手法は比較的多くの卵子の入手が可
能で､繰り返し練習が出来ることから短時間内に
技術を身につけることが出来る｡一方､サルにお
いて実際に活用できる技術を獲得しているところ
は極めて少ない｡この理由は､サルを飼育するこ
とがマウスとは桁違いに難 しく､飼育費用がマウ
スの数百倍かかることにつきるかと思われる｡ま
た､多･この卵子が採取できず､その結果練習も思
うように出来ないことに加え､マウスとは数段難
しい技術や培養方法などが障壁になっているよう
に思われる｡さらに､動物の福祉の観点からも多
くの個体を利用できないことに原因があるのかも
知れない(図･14)｡
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図-14 マウスとサルの発生工学的手法の比較
しかし､上記のように統御された個体を用いる
ことにより､実験の精度 ･再現性が向上すること
に上って､発生工学的手法の技術も安定化するこ
とは明らかであり､マウスと同じ技術が獲得され
るものと考えられる｡その結果､動物の福祉､倫
理の観点を上回る大きな成果がもたらされるもの
と考え､当センターはその先行役として､また中
心的な役割を担う場所として研究を進めてゆきた
いと考える(図-15)0
以上､サルES細胞の樹立から､今後のヒト再
生医学研究に向けた基礎的､応用的研究の現況を
紹 J^rした.
当センターは､実験動物として統御したサル個
体を作製し､これらを用いて遺伝子改変(導入)個
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他施設 滋架医大
環境 完成 完成 完成
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卵典周期と書命 堤 玩 長
繁殖.維持軽兼 安価 高価(数百倍) 高価(数百倍)
発坐工学帆辛汰 遇排卵処正 容易 也 容易
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体を作製すると共に､サル ES細胞の分化 ･誘導
研究､さらにテーラーメー ドES細胞の樹立と
MHCホモ個体作製とそれらを用いた移植研究等､
サノーを用いたヒト再生医学および高齢化社会-〟)
対応をt)視野に入れた総合的研究を行うことを目
指している｡また､当セン々-は産官学の連携に
よる共同研究を推し進めるための中心的な施設と
しての機能も持たせると同時に､学内 ･外の研究
者に対してサル取扱に関する資格認定制度を独自
で作り上げ､動物実験に対する倫理､動物福祉に
対して､真剣に取り組んでいる｡動物実験の精度
をマウスレベルまで引き上げること､そしてサル
でなければ得られない貴重な成績をヒト医学研究
に活かすために､今後も努力したいと考えるO
最後に､岡山実験動物研究会にお招きいただき
講演の機会を与えていただきました､会長､役員
並びに会員の皆様に厚く御礼申し上げます｡
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